The Ca<sup>2+ </sup>homeostasis of the photoreceptor cell of <i>Drosophila</i> studied with the pupil mechanism by Hofstee, Cornelia Adriana
  
 University of Groningen
The Ca2+ homeostasis of the photoreceptor cell of Drosophila studied with the pupil
mechanism
Hofstee, Cornelia Adriana
IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.
Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record
Publication date:
1996
Link to publication in University of Groningen/UMCG research database
Citation for published version (APA):
Hofstee, C. A. (1996). The Ca2+ homeostasis of the photoreceptor cell of Drosophila studied with the pupil
mechanism. s.n.
Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).
Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.
Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the





Een fruitvliegje danst voorbij. Als ik naar deze kleine wezentjes kijk, vraag ik me af: hoe
zien zij het leven?
Het fruitvliegtre Drosophila melanogaster ontmoeten we veelvuldig in de zomer, vaak
in de omgeving van onze biobak of fruitschaal. Meestal wapperen we het vliegje
geïrriteerd weg, ons niet bewust van het feit dat dit vliegje aan de basis staat van
belangrijk hedendaags onderzoek, op allerlei terreinen. Het fruitvliegje is heel geschikt
als onderzoeksobject vanwege de enorme potentie om het genetisch te manipuleren en
bovendien kan het heel gemakkelijk worden gekweekt en gehuisvest.
Het zoeken van voedsel, het vinden van een partner om zich te kunnen voortplanten
of het ontwijken van een vernietigende aanval van een mens, vereisen een aangepaste
waarneming. Het fruitvliegje scant zijn omgeving voor het belangrijkste deel met zijn
twee grote, oranje-rood gekleurde, samengestelde ogen. Het samengesteld oog bestaat
uit een groot aantal kleine oogjes (ca 700), en één zo'n oogje bestaat uit een lensje,
waarachter de fotoreceptor of visuele zintuig cellen, gespecialiseerde zenuwcellen
liggen.
Een fotoreceptorcel is een langgerekte, smalle cel, met een diameter van 5 pm en een
lengte van 100 Fm. [n de lengterichting ligt het rhabdomeer, een lichtgeleider. Een
rhabdomeer bestaat uit een opeenstapeling van celmembranen, microvilli genoemd. Een
celmembraan omgeeft het cltoplasma van de fotoreceptorcel en vormt de barrière met
de omgeving. In de celmembraan bevinden zich kanalen en pompen, welke selectief
ionen, dit zijn geladen deeltjes, en moleculen, de cel in- of uittransporteren. Qp, deze
_wijz9 ryrylgryrt {: t1T91"1_?n pomp:n de samenstelling van het celcytoplasma. Het
.celcytoplasma heeft dan ook een andere concentratie aan ionen dan de vloeistof aan de
buitenkant van de membraan, de extracellulaire vloeistof. Dit veroorzaakt een electrische
spanning over de membraan van de fotoreceptor. welke in het donker gelijk is aan ca 60
mV. Als echter licht op de fotoreceptor valt wordt het licht geabsorbeerd door het visuele
pigment, rhodopsine, en dit lgidt tot de opening van lichtgevoelige kanalen en het
verplaatsen van ionen door de membraan, hetgeen resulteert in een veranderde
membraanspanning, de receptorpotentiaal genoemd.
De fotoreceptor reageert op een zeer groot bereik van lichtintensiteiten en heeft een
bijzonder grote lichtgevoeligheid. Eén enkel foton, de kleinste eenheid van licht, kan een
enkel rhodopsine-molecuul activeren, wat resulteert in de zogeheten quantum bump:
kanalen openen en sluiten. Bij een constante lichtstroom worden ervoortdurend quantum
bumps opgewekt en di" sommeren dan tot de rgceptorpotentiaal, welke wordt
doorgegeven naar de hersenen.
Het proces dat invallend licht in het oog omzet in een membraan-potentiaal-







































Ne derlands e s amenvatting
G-eiwit (guanosine triphosphate bindend eiwit) gekoppelde signaal-transductie-
systemen, welke worden gevonden in vrijwel elke dierlijke cel. In de fototransductie van
!_e ylieg wordt de G-eiwit-gekoppelde receptor, het visuele ffient rËódopsinè,
geactiveerd dool_!!_q[t, terwijl in anderê signaaltransductiesystemen, de receptoren
geactiveerd worden door bijvoorbeeld hormonen, peptiden, neurotransmitters en
sensorische prikkels zoals geuren of smaakstoffen. De fotoreceptorcel van het
fruitvliegje is een geschikt modelsysteem voor deze signaaltransductiesystemen, omdal
er al vele retinale mutanten van het fruitvliegje bestaan (ongeveer 70), welke een
specifiek defect in het fototransductiesysteem hebben. Zonder twijfel zullen er
binnenkort nog vele nieuwe mutanten gecreëerd worden. Via deze specifieke defecten,
puntmutaties in het genetisch materiaal, zou het fototransductiesysteem kunnen worden
ontrafeld.
Een andere aantrekkelijke eigenschap van de fotoreceptorcel van het fruitvliegje is
de aanwezigheid van het pupilmechanisme, welke de cel beschermt tegen een teveel aan
licht. Intens licht induceert de migratie van kleine pigmentkorreltjes in het celcytoplasma
richting het rhabdómgel. Brj deze pigmentmigratie speelt calcium (afffirt:-ea?)"
hoogstwaarschijnlijk een belangrijke rol. Dit is interessant omdat Ca2* in vele
celsystemen een regulerende rol speelt. Misschien is het mogelijk dat via het
pupilmechanisme de Ca2*-huishouding van de fotoreceptorcel van het fruitvliegie
bestudeerd zou kunnen worden. Het pupilmechanisme zou dan een aantrekkelijk
alternatief kunnen zijn voor het bemeten van Ca2* met behulp van fluorescente stoffen
(lichtgevende kleurstoffen) in geïsoleerde fotoreceptorcellen. Het grote voordeel van het
pupilmechanisme is dat het meetbaar is in intacte, levende fruiwliegjes in tegenstelling
tot de fluorescente kleuring van een enkele fotoreceptorcel onder kunstmatige condities.
De afgelopen 4 jaar heb ik onderzocht of het mogelijk is om het pupilmechanisme te
gebruiken als een kwalitatief meetinstrument voor intracellulair C** van de
fotoreceptorcel.
In het huidige hoofdstuk geef ik een samenvatting van wat bekend is van het
fototransductiesysteem en het pupilmechanisme en laat ik zien wat mijn bijdrage daarin
is. Vervolgens presenteer ik een model van de Ca2*-huishouding van de fotoreceptorcel
van het fruitvliegje, het zogenoemde Just In Time (JIT) systeem.
8.2 Fototransductie
Fototransductie start met de absorptie van licht door rhodopsine (Fig. l). Na het
rhodopsine worden vele moleculen achtereenvolgens geactiveerd, hetgeen uiteindelijk
leidt tot de opening van kanalen in de membraan. De belangrijkste componenten van het
fototransductieproces bevinden zich in de microvilli van het rhabdomeer. Rhodopsine
wordt door licht geactiveerd en op haar beurt activeert rhodopsine het gekoppelde
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Figuur l. Het fototransductieproces van de fotoreceptorcel van het fruitvliegje. De belangrijkste
componenten van de fototransductieproces zijn aangegeven bij de basis van een enkele microvillus van het
rhabdomeer, welke bestaat uit een opeenstapeling van microvilli. De fototransductie wordt geihiteerd door
de absorptie van licht door het rhodopsine (R), welke leidt tot de activatie van het gekoppelde G-eiwit. Het
G-eiwit activeert op haar beurt het phospholipase C (PLC), hetgeen leidt tot de generatie van inositol
1,4,5-trisphosphate (IP3). IPs diffundeert in het celcytoplasma van de fotoreceptor en bindt aan de
IP3-receptor (IP3R) van de submicrovillaire cisternae (SMC), hetgeen leidt tot het vrijmaken van het Ca2+
in het cytoplasma. De hoge, locale Ca2+-piek in het cytop^lasma opent waaÍschijnlijk, direct of indirect, het
Ca''-selectieve TRP-kanaal. Een grote hoeveelheid Ca'- uit de extracellulaire ruimte komt dan in het
celcytoplasma. De Ca-ATPase van het SMC pompt waarschijnlijk het Ca2* vanuit het cytoplasma in de
Ca'*-blaasjes van het SMC. Op deze manier worden de Car+-blaasjes hervuld tijdens belichting. Ca2t
activeert niet alleen het fototransductieproces, maar spe^elt ook een regulerende rol in lichtadaptatie. Caz+
remt namelijk het vrijmaken van het Ca2* uit de óa2*-t^taasjes en remt ook de Ca2*-stroom via het
TRP-kanaal. In het hier gepresenteerde model, komt de Ca'--stroom via het TRPl-kanaal rechtstreeks in
de Caz+-blaasjes. Het is mogelijk dat de Ca2+-blaasjes door de Ca2+-stroom via de TRPl-kanalen





de intracel lulaire messenger ofwel intracel lulaire boodschapper,
1 ,4 ,5 - t r i sphosphate ,  a fgekor t  IP3 ,  genereer t .  IP I  d i f fundeer t
microvillusmembraan in het celcytoplasma van de fotoreceptori Vervolgens maakt IP3
waarschijnlijk Ca2+ vrij uit kleine Ca2*-blaasjes,'de submicrovillaire cisternae (SMC)
genoemd, welke vlakbij de basis van de microvilli van het rhabdomeer liggen. Echter,
in het fruitvliegje is het vrijmaken van Ca2* uit het SMC nog niet aangetoond. Ook zijn
de intracellulaire messenger(s), welke de lichtgevoelige kanalen openen nog niet
geïdentificeerd. Mogelijke kandidaten zijn IP3, C** ende cyclische nucleotiden, oGMP
en cAMP. Op welke wijze de lichtgevoelige kanalen worden geopend en welke rol het
C** in het SMC speelt in de fototransductie, zijn momenteel de belangrijkste
onbeantwoorde vragen van het fototransductieproces van het fruiwliegje.
8.3 Lichtgevoelige kanalen
Het fruitvliegje heeft waarschijnlijk twee soorten lichtgevoelige kanalen: TRP- en
TRPl-kanalen (zie Fig. 1). Het TRP-kanaal is selectief hoog doorlaatbaar voor Ca2+ en
ontbreekt in de trp (transient receptor potential) mutant. Het TRPl-kanaal is niet selectief
en matig doorlaatbaar voor Ca2*, terwij I het hoog doorlaatbaar is voor Na+. De Írp mutant
wordt gekenmerkt door een kortdurende (transiënte), bifasische, receptor potentiaal in
tegenstelling tot het normale, wild type (WT) fruitvliegje, welke een monotone 1 3 5
lichtrespons vertoont. De inaC (inactivation-but-no-afterpotential C) mutant, welke het
protein kinase C (PKC) mist, vertoont ook een daling in de receptor potentiaal tijdens
de belichting, echter veel langzamer dan in trp.
De fotoreceptorcel heeft dus twee bronnen van Ca2*: het C*+ in het SMC en het
C** in de extracellulaire ruimte, welke het celcytoplasma voornamelijk binnen treedt
via het TRP-kanaal.
8.4 Het pupilmechanisme
Helder licht initieert de beweging van pigmentkonels in de fotoreceptorcel naar het
rhabdomeer, de lichtgeleider (Fig. 2). De pigmentkonels absorberen en reflecteren het
opvallende licht en reguleren op deze wijze de lichtstroom in het rhabdomeer. De
pigment beweging regelt dus de hoeveelheid licht welke de fotoreceptor binnenkomt en
functioneert dus op een zelfde wijze als de pupil in ons eigen oog, vandaar de benaming
pupilmechanisme of pupilrespons. Het pupilmechanisme wordt in dit onderzoek
bestudeerd door de licht-geïnduceerde reflectieveranderingen van het oog te meten. In
het donker bevinden de pigmentkorrels zich aan de rand van de fotoreceptorcel, de
zogenoemde donkergeadapteerde toestand, en is de reflectie van het oog laag: de pupil
is open. Daarentegen is in de licht-geadapteerde toestand de reflectie van het oog groot
als gevolg van de aanwezigheid van de pigmentkonels vlakbij het rhabdomeer, welke








Figuur 2. Model van de pigmenfrnigratie. Schematische dwarsdoorsnede van een fotoreceptorcel van het
fruitvliegie. In het donker zijn de pigmentkorrels waarschijnlijk gebonden via de Ca'--afhankelijke
bindingsplaatsen aan de longitudinale (in de lengterichting lopende) microtubuli, welke zich bevinden aan
de rand van de fotoreceptorcel: de pupil is open. Tijdens belichting komen de pigmentkonels vrij van de
bindingsplaatsen en diffunderen vervolgens in het cytoplasma. De actine-filamenten van het microvillaire
cltoskelet speelt waarschijnlijk een rol in het leiden naar en/of vasthouden van de konels dichtbij het
rhabdomeer: de pupil is gesloten.
het opvallende licht terugkaatsen: de pupil is gesloten. De pupilrespons wordt gemeten
136 door een donkergeadapteerd oog een lichtstimulus met een bepaalde intensiteit en
tijdsduur aan te bieden en de geïnduceerde r flectie-toename is dan een maat voor de
pupilrespons.
8.5  Het  pup i lmechan isme a ls  meet ins t rument  van de  in t race l lu la i re
Ca2*-concentratie
In hoofdstuk 2 van dit proefschrift worden de pupilresponsies van WT en de mutanten
trp en inaC beschreven en er wordt aangetoond dat het pupilmechanisme gebruikt kan
worden om kwalitatief de intracellulaire Ca2+-concentratie van de fotoreceptor te
bemeten.
De pupilrespons van een donkergeadapteerd WT fruitvliegie op een intense
lichtstimulus is een monotone reflectie-toename: de pupil sluit volledig.De trp mutant
vertoont, in overstemming met zijn bifasische receptorpotentiaal, een bifasische
pupilrespons, waarin de pupil zich gedeeltelijk sluit en vervolgens tijdens de belichting
weer geheel opent. De inaC mutarfiheeft een opmerkelijke trifasische pupilrespons. Na
de eerste reflectie-toename opent de pupil van inaC zich weer gedeeltelijk, \ilaarna
vervolgens via een langzame derde fase de pupil zich weer geheel sluit.
Opvallend is ook dat de reflectie van een donkergeadapteerd oog van inaC duidelijk
hoger is dan die van WT el trp. De pupil van inaC blijft dus gedeeltelijk gesloten in het






















La3* is een bel
verandert de n
met die vnn





Er is geen 1
Al het beschik













dubbelmutant inaC;trp, welke zowel het TRP-kanaal als het PKC mist, opent de pupil
echter wel geheel in het donker, vergelijkbaar met de pupil van WT (zie hoofdstuk 5).
Dit suggereert dat PKC geen centrale rol speelt in het pupilmechanisme.
De hier beschreven pupilresponsies van WT fruitvliegje en mutanten zijn
vergelijkbaar met metingen van Ca2* met behulp van fluorescente kleurstoffen in
geïsoleerde fotoreceptorcellen en de Ca2*-concentratiemetingen van de extracellulaire
C** metCa2*-gevoelige electroden in intacte vliegen, welke zijn venicht door andere
onderzoeksgroepen. Het pupi lmechanisme kan dus worden gebruikt  om de
Ca2*-concentratie in de fotoreceptorcel te bemeten. Echter, de pupilrespons en de
Ca2*-concentratie van het cytoplasma hangen niet eenvoudig lineair met elkaar samen.
Er is namelijk een bepaalde Ca2*-concentratie nodig om de pigmentkorrels te laten
migreren, en boven een bepaalde Ca2*-concentratie is de pupil maximaal gesloten.
8.6 De Ca2*-huishouding van de fotoreceptor bestudeerd met het pupilmechanisme
In hoofdstuk 4, 5 en 6 presenteer ik de resultaten van de manipulatie van het
pupilmechanisme met chemicaliën, o.a. met het Ca2+-bindende EGTA, lanthaan (Lu3*),
Ca2* en colchicine. Voor de eerste keer wordt de pupil van het fruitvliegje extracellulair
met chemicaliën beïhvloedt, hetgeen al eerder gebeurde bij de grotere vliegen zoals de
huisvlieg en de bromvlieg. Een klein sneetje werd hiervoor in het oog van het fruitvliegje I37
gemaakt, om via deze opening de chemicaliën te kunnen toedienen aan de
fotoreceptorcellen.
PKC reguleert waarschijntijk het TkP-kanaal en een Ca2*-pomp
La3* is een bekende blokker van het Ca2+-kanaal. La3* toegediend aan de pupil van WT
verandert de monotone pupilrespons van WT in een bifasische respons, vergelijkbaar
met die van trp. De pupilrespons van qp is onveranderd na toevoeging van L**. L**
is dus een selectieve blokker van het TRP-kanaal (zie hoofdstuk 4).
La3* verandert de trifasische pupilrespons van inaC in een bifasische respons; de
langzame derde fase wordt door I-a3+ geëlimineerd. Dit duidt aan dat de derde fase wordt
bemiddeld door de TRP-kanalen. Waarschijnlijk kan PKC de staat van het TRP-kanaal,
open of dicht, bei'nvloeden door fosforylatie (zie hoofdstuk 4).
Er is geen pigmentmigratie in het WT fruitvliegje na injectie van EGTA in het oog.
Al het beschikbare C** in de extracellulaire vloeistof wordt door EGTA gebonden en
op deze wijze vastgehouden in de extracellulaire ruimte (zie hoofdstuk 5). Dit duidt aan
dat het C** in de extracellulaire ruimte de belangrijkste Ca2+-bron is voor de
pupilrespons. Opmerkelijk is dat in inaC de reflectie van het donkergeadapteerd oog
verhoogd blijft ten op zichte van Vy'To na toediening van EGTA, terwijl er geen
pigmentbeweging optreedt. Dit suggereert dat de Ca2*-concentratie van het
celcytoplasmain inaC hoger blijft dan in WT, zelfs als al het extracellulaire Ca2+ is
Chapter 8
gebonden. Waarschijnlijk beïnvloedt PKC niet alleen het TRP-kanaal,maar ook andere
membraaneiwitten, zoals de Ca2*-pompen in de celmembraan van de fotoreceptor of de
Ca2*-pomp van het SMC (zie hoofclstuk 5). De Ca2*-pomp van het SMC transpofteert
Ca2* vanuit het cl,toplasma in de Ca2*-blaasjes van het SMC. Op deze wijze worden de
blaasjes opnieuw gevuld met Ca2+.
Ca2+ komt rechtstreeks in het cytoplasma vict het THP-kanaal
Een hoge extracel lulaire Ca2+-concentrat ie heeft  een duidel i jk ef fect op de
reflectiewaarde van een gedurende 60 s donkergeadapteerd oog van WT. Onder normale
omstandigheden is 60 s in het donker voldoende om een open pupil te verkrijgen in WT.
Echter in de aanwezigheid van een hoge extracellulaire Ca2*-concentratie zijn er meer
dan 10 minuten in het donker nodig om de pupil te openen. Opvallend is dat een hoge
Ca2*-concentratie geen effect heeft op de reflectie van het donkergeadapteerde oog van
de trp mutant; 60 s in het donker zijn ook onder deze omstandigheden voldoende om de
pupil van trpte openen. We kunnen hieruit concluderen dat het Ca2* via de TRP-kanalen
hoogslwaarschijnlijk rechtstreeks in het celcy.toplasma terecht komt (zie hoofdstuk 4).
Waarschijnlijk transporteert de Ca2*-pomp van de Ca2*-blaasjes van het SMC het Ca2+
vanuit het cytoplasma in deze blaasjes. Er werd voorheen verondersteld dat de
Ca2*-stroom via het TRP-kanaal direct in de Ca2*-blaasjes werd gebracht.
3 8 Ca2* wordt echter ook getransporteerd oor de TRPl-kanalen, want in aanwezigheid
van een hoge extracellulaire Ca'--concentratie veroorzaakt belichting in de trp mutant
een grotere en langer durende pupilrespons. Echter de pupilrespons van trp bleef
bifasisch. Het TRP-kanaal is dus noodzakelijk voor een normale, monofasische
pupilrespons (zie hoofdstuk 4). Aangezien de reflectiewaarde van een donker-
geadapteerd oog van trp in aanwezigheid van een hoge Ca2+-concentratie niet stijgt, in
tegenstelling tot die van WT, vermoed ik dat de Ca2*-stroom via het TRPl-kanaal wel
rechtstreeks in de Ca2+-blaasjes wordt gebracht (zie Fig. l).
Hervullen van de Ca2*-blaasjes
Nadat IP3 het Ca2+ uit de Ca2*-blaasjes heeft vrijgemaakt,zljn deze blaasjes leeg en
moeten ze opnieuw gevuld worden. De bifasische lichtresponsvan trp, een kortdurende
receptorpotentiaal en het volkomen openen van de pupil ti jdens de belichting duidt op
de uitputting van de fotoreceptorcel. Het beperkende element in het fototransductie-
proces is het Ca2* in de blaasjes, dus waarschijnlijk worden de Ca2*-blaasjes in de trp
mutant niet opnieuw gevuld. Er is gesuggereerd at de Ca2*-blaasjes tijdens de belichting
worden hervuld met de Ca2*-stroom welke via de TRP-kanalen de fotoreceptor
binnenkomt. Ik vermoed dat er naast dit mechanisme om de blaasjes te hervullen tijdens
de belichting ook een ander, minder efficiënt, mechanisme bestaat in het donker. De
Ca2*-stroom via de TRPl-kanalen zou de Ca2*-blaasjes in het donker voor een gedeelte
kunnen vul len (zie Fig. 3).
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Figuur 3. Karikaturale tekening van het hervullen van de Ca'--blaasjes in de fotoreceptorcel van het
fruiwliegje. De Ca'--blaasjes van het SMC (submicrovillaire cistemae), waarvan er maar één blaasje is
weergegeven, worden waarschijnlijk efficiënt gevuld via de Ca'--stroom door de TRP-kanalen tijdens de
belichting. Ca'- komt,rechtstreeks.iljret cyto.plTma via de TRP-kanalen en wordt vervolgens via de 
139Ca2*-pomp van het SMC, een Ca2*-ATPase, in de Ca2*-blrasjes gebracht. In het donker worden de blaasjes
gevuld via een minderefficiënt, TRPl-aflrankelijk mechanisme. De Ca'--stroom via het TRPl-kanaal wordt
rechtstreeks in het Ca'--blaasje gebracht.
lfild type fruitvliegjes met een afwijking
Opmerkelijk is het fenomeen dat sommige WT fruitvliegjes (ca 5 Yo tot ca 80 %o,
aftrankelijk van de populatie) hun pupil openen tijdens de belichting, vergelijkbaar met
de pupilrespons van trp.Dit fenomeen wordt voor het eerst beschreven in hoofclstuk 6
van dit proefschrift. Deze afwijkende WT fruitvliegjes worden defecte Vy'T genoemd,
omdat hun pupilmechanisme duidelijk een defect heeft. Echter, dit defect kan worden
hersteld door het injecteren van een hoge Ca2*-concentratie in het oog. De bifasische
pupilrespons van de defecte WT wordt dan veranderd in een normale monofasische
respons. Dit suggereert sterk dat de defecte WT een verlaagde Ca2+-stroom via de
TRP-kanalen heeft. Misschien is het aantal TRP-kanalen verlaagd, doordat bepaalde





8.7 Rol van het cytoskelet in het pupilmechanisme
De wijze waarop de pigmentkorrels zich verplaatsen aar het rhabdomeer onder invloed
van Ca2* is nog onbekend. Zowel een actief mechanische verplaatsing alswel diffusie,
een temperatuursafhankelijke beweging, van de pigmentkorrels, behoren tot de
mogelijkheden. Eerder onderzoek duidde op een rol van het cytoskelet (skelet van de
cel), welke is opgebouwd uit microtubuli en actine-filamenten, in het pupilmechanisme
(Fig. 2). In de hoofdstukken 3 en 5 van dit proefschrift wordt de rol van het cytoskelet
in het pupilmechanisme bestudeerd aan de hand van de pupilresponsies van de ninaC
(neither inactivation nor afterpotential C) mutanten.
ninaC
Het ninaC gen codeert voor twee soorten cytoskeleteiwitten, p132 en p174, welke zijn
opgebouwd uit een myosine deel, welke een rol speelt in actieve verplaatsingen van
moleculen, én een kinase deel, welke fosforyleert en zodoende processen kan reguleren.
Het zijn de belangrijkste calmoduline bindende eiwitten in de retina. Calmoduline is een
regulerend eiwit van allerlei celprocessen, welke wordt geactiveerd door Ca2*. p132 is
voornamelijk gelocaliseerd in het celcytoplasma, terwij I pl7 4 zich hoofdzakelijk bevindt
in het rhabdomeer. De ninaC-mutanten, gekenmerkt door een defect in één of beide
eiwitten, welke zijn onderzocht in dit proefschrift zijn: PlninaC^t32] (mist pl32
volledig), PlninaC^B) (heeft alleen p174, welke beide calmoduline bindende plaatsen
mist), P[n rn ogtttal (mist p 174 volledig) en ninaCP23r lmist zowel p 132 als pn Q.
De pupilresponsies van de ninaC-mutanten zijn monotoon, evenals in het WT
fruitvliegje. Echter de pupil sluit niet geheel tijdens belichting: de reflectietoename is
altijd kleiner dan in WT. De pupilresponsie van P[ninaC^Bl is maar een beetje kleiner
dan in WT, terwijl de pupilresponsies van PlninaC^1321, ninaCP235 en PlninaC^tiaf
duidelijk verlaagd waren. Dit duidt aan dat p132 en calmoduline maar een kleine rol
spelen in het pupilmechanisme van het fruitvliegje (zie hoofdstukken 3 en 5).
Het cytoskelet in de microvilli
Het rhabdomeer bevat actine-filamenten, het microvillaire cy'toskelet, welke uitsteken
in het cytoplasma vlakbij het rhabdomeer (zie Fig. 2). Het microvillaire cytoskelet is
echter afivezig inP[ninaC^tto] rn ninaCP23s, welke beide p174 missen. Bij een hoge
extracellulaire Ca2*-concentratie sluiten de pupillen van PlninaC\'to] 
"n 
ninaCP235
duidelijk meer dan onder normale condities, alhoewel nog steeds niet volledig. Dit
suggereert dat het microvillaire cytoskelet een rol speelt in het pupilmechanisme,
namelijk in het volledig sluiten van de pupil. Waarschijnlijk speelt het microvillaire
cy'toskelet een rol in het leiden naar en/of vasthouden van de pigmentkorrels vlakbij het
rhabdomeer. Tevens volgt ui t  di t  Ca2+-experiment dat de l icht-geïnduceerde
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kleiner is dan in WT. pl74 beïnvloedt dus op twee manieren het pupilmechanisme,
nameli jk mechanisch via het microvi l la ire cytoskelet en via zi jn rol  in de
Caz*-huishouding van de fotoreceptorcel (zie hoofdstuk 5).
Microtubuli
De rol van de microtubuli in het pupilmechanisme werd onderzocht door colchicine te
injecteren in het oog van het WT fruitvliegje (zie hoofdstuk 5). Het pupilmechanisme
van WT was nog bijna volledig intact na toediening van colchicine, een stof die de
structuur van de microtubuli duidelijk verandert. Echter, de pupil bleef gedeeltelijk
gesloten in het donker. Dit duidt op een rol van de microtubuli in het vasthouden van de
pigmentkorrels aan de rand van de cel in het donker, waarschijnlijk via Ca2+-aflrankelijke
bindingsplaatsen (zie Fig. 2). In het gepresenteerde model voor de pigmentmigratie in
Fig. 2 diffunderen de pigmentkorrels in het cytoplasma, nadat ze zijn vrijgemaakt van
de Ca2+-aflrankelijke bindingsplaatsen van de longitudinale (in de lengterichting
lopende) microtubuli. Vervolgens leiden de actine-filamenten van het microvillaire
cytoskelet de pigmentkorrels tot vlakbij het rhabdomeer en worden de korrels daar op
de plaats gehouden: de pupil is gesloten.
8.8 Model van de Ca2*-huishouding van de fotoreceptorcel van het fruitvliegie
t4l
Ik suggereer dat de Ca2*-huishouding van een fotoreceptorcel een zogenaamd Just In
Time (JIT) systeem (in hetNederlands: Net Op Tijd systeem) is. Ca2+ wordt opgeslagen
in vele kleine blaasjes (het SMC) in de fotoreceptor, hetgeen energetisch het meest
gunstig is. Als licht op de cel valt wordt het fototransductieproces gestart en dit leidt via
de productie van IP3 tot het vrijmaken van het Ca2+ uit de blaasjes in het cytoplasma (zie
Fig. 1). Dit resulteert in een hoge locale Ca2*-piek in het cytoplasm4 welke als een
messenger functioneert om de vlakbij gelegen lichtgevoelige kanalen in het rhabdomeer
te openen. Vervolgens komt via het TM-kanaal een grote hoeveelheid Ca2+, "just in
time", in het cytoplasma, waarna de Ca2+-pomp van het Ca2*-blaasje het Ca2+ vanuit het
cytoplasma in het blaasje transporteert. Op deze manier worden de Ca2+-blaasjes tijdens
de belichting hervuld. Tegelijkertijd wordt het Ca2+ in het cytoplasma ook de cel
uitgepompt via de Ca2*-pompen in de celmembraan van de fotoreceptor. De
lichtgevoeligheid van de fotoreceptorcel wordt op deze wijze gehandhaafrl, aangezien
Ca2+ naast een stimulerende, ook een remmende werking heeft op het fototransductie-
proces. Waarschijnlijk remt een hoge Ca2+-concentratie in het cytoplasma het vrijmaken
van het Ca2+ uit de blaasjes en de Ca2+-stroom via het TRP-kanaal. De fotoreceptorcel
past zich op deze wijze aan op de aangeboden lichtstimulus, lichtadaptatie genoemd.
